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前立腺癌細胞株における ス テ ロ イ ドホル モ ン代謝と




副腎性ス テ ロ イ ドは 前立腺ある い は 末梢 ア ン ドロ ゲ ン 標的細胞内 にお ける ア ン ドロ ゲ ン の 供給源 と考え られ て い る . ヒ
ト前立腺癌細胞株を用い て 副腎性 ス テ ロ イ ド け ン ドロ ス テ ン ジ オ ン (andro sten edio n e, △4-dio n e)お よ び デ ヒ ド ロ エ ビア ン ド
ロ ス テ ロ ン (dehydr o epia ndro ste r o n e, D H E A) 【の 代謝活性に つ い て 検討 した . 前立腺癌細胞株 は ア ン ドロ ゲ ン非依存性前立
腺癌細胞株P C-3, D U 145とア ン ドロ ゲ ン 依存性株L N CaPを用 い た. さ ら に, グ)L/ク ロ ン 酸抱合活性お よ び硫酸抱合活性 に つ
い て も検討 し た. 副腎性 ス テ ロ イ ド代謝 に つ い て は, P C-3, D U 14 5 で は より安定 し た D H E A プー ル に 移行する傾向が強く,
L N CaP で は D H E A プー ル か ら動 員 され , △
4
-dio n e･ + テ ス トス テ ロ ン → ジ ヒ ドロ テ ス トス テ ロ ン (dihydr ote sto ste r o n e, D H T)
経路 へ 優位 に 変移 して い た . さ ら に L N CaP はア ン ドロ ゲ ンを ダ ル ク ロ ン 酸抱合物に変換するが , P C-3, D U 145 に は その 暗性
を認 めなか っ た . 硫酸抱合 に関 して は今回使用したすべ て の 細胞株 にそ の 活性を認めなか っ た . ま た ダ ル ク ロ ン酸転移酵素
山ridin edipho spho-glu c u r o n o syltra n sfe ra s e, U G T) の アイ ソ ザイ ム U G T 2 B特異的な逆転写-P C R に おい て も, Ⅰ∬CaP の み に発
現 して い た . さ ら に, そ の 酵素活性を酵素反応速度論的に検討 し た と こ ろ , DH T はテ ス トス テ ロ ン と比較 して, より親和性
が高 い こ と が 示 され た . 以上 より, L N CaP に おい て 副腎性ア ン ドロ ゲ ン前駆体 の 代謝 は ア ン ドロ ゲ ンを生 成す る方向 に変移
して い る こ とが 判明 した . ア ン ドロ ゲ ン 除去条件下 にお い て , ア ン ドロ ゲ ン依 存性前立腺痛細胞は ダル ク ロ ン 酸抱合活性を上
昇 させ る こ と によ り, D H E A プー )L/か ら D H Tを生成 し, 生存, 増殖 に必要 な細胞内ア ン ドロ ゲ ン レベ ル を維持 して い る こ と
が推測 され た . こ れ らの 成境 より , L N CaP におけ る U G T は細胞内活性 ア ン ド ロ ゲ ン 濃度を調節 して い る 可 能性 が示唆 され
た .
Key w o rds pr ostatic c an c er, L NCaP, adr en alsteroids, glu c ur o nidatio n,intr acrin e
正常前立腺 , 前立腺肥大症 , 初期 の 前立腺癌は ア ン ド ロ ゲ ン
依存性 に増殖する 1 卜 3). した が っ て前立腺癌患者の 初期 ホ ル モ
ン療法と して抗 ア ン ドロ ゲ ン療 法が 選択 さ れ て い る . お もなア
ン ドロ ゲ ン で あ る テ ス トス テ ロ ン は 95 % 以 上 が精巣で 生 成 さ
れ
4)
, こ れ を除去する た め に去勢術 が 一 般 に 施行 さ れ て い る .
また ネガ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク に よ る 下 垂体前葉ホ ル モ ン の 分
泌抑制を 目的と した , 女性 ホ ル モ ン 剤の 投 与
5)
,
ス テ ロ イ ドホ
ル モ ン 標 的細胞内 に お け る ア ン ドロ ゲ ン 受 容体 (a ndr oge n
recepto r, A R)結合を阻止する た め, そ の 桔抗薬 の 投与
(1 7)
, 下 垂
体前葉ホ ル モ ン の 枯渇 を目的と した , 黄体化ホ ル モ ン 放出ホ ル
モ ン ア ゴ ニ ス トの 投与 な どが 行わ れ て い る8). ヒ トは副 腎か ら
ア ン ド ロ ゲ ン 前駆体 で ある デ ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ン
(dehydro epiandr o ster o n e, D H E A) を 多量 に分泌 し, 循環血 液中
には そ の 硫酸抱合物が高濃度に存在する . した が っ て , ア ン ド
ロ ゲ ン 除去 にお い て 副腎性 ア ン ド ロ ゲ ン の 存在も無視できな い
と して , 今 日 ほ と ん どの 前 立 腺癌患者 に仝 ア ン ド ロ ゲ ン遮 断
Cotalandr oge nblo ckade , T A B)療法が施行さ れ て い る. I.abrie
平成12年1月27 日受付, 平成12年3月24日受理
A b br eviatio n s: A R
,
a ndroge n r e c epto r; D H E A,
ら
9卜 11)は標的細胞内に お い て ス テ ロ イ ドホ ル モ ン を活性化する
代謝系 を指摘 し, そ の 機構をイ ン トラ ク リ ン (intr a crine) と 名
づ けた . 主 に副腎よ り分泌され るD H E A, ア ン ドロ ス テ ン ジオ
ン (andro ste n edio n e, △
4
-dio n e), また 精巣に 由来す る テ ス トス
テ ロ ン が前立 腺 に至り, 前 立腺の 細胞内に お い て 最も ア ン ド ロ
ゲ ン 活性の 高い ジ ヒ ドロ テ ス トス テ ロ ン (dihydrote sto ster o n e,
D ⅢT) に変操 さ れ る
12) 1 7)
.
こ の 活性 ア ン ド ロ ゲ ン は細胞内で
A R に作用 して 効果を発現する . m B療 法は 前立 腺痛患者の 約
80 % に奏効す るが , 12､ 18ケ月後 に は ホ ル モ ン 療法抵抗性 に
変化 して ゆく 親 . そ の 原 因と して 以 下 の 4つ の 機序が 推測 さ れ
て い る. すなわ ち1 と して前立 腺嶋 は多様 な程度 の ア ン ドロ ゲ
ン 依存性 を持 つ 細胞集団であり , 抗 ア ン ドロ ゲ ン 療法 によ っ て
ア ン ドロ ゲ ン濃度 の 低い 条件下 で も増殖可能な細胞群が残存す
る こ と
8)
, 2 と し てA R が変異する こ と
ほぃ 21--
, 3 と して細胞内ス
テ ロ イ ドホ ル モ ン代 謝経路が変化す る こ と 21), 4 と して成長園
子の 新た な経路が発現する こ と
畏卜 24)で ある.
本研究の 目的は ア ン ドロ ゲ ン 感受性の 異なる前立腺癌細胞株
dehydr o epiandr o ster o n e; D H E A-S, D H E As ulfate; D H T,
dihydrote sto ster o n e;F B S, fetal bo vin e s eru m;R T, reV e r S etr an S Criptio n;T A B, tOtalandr ogenblo ckade;T L C, th in
laye r chro m atography;U G T, uri din ediphospho-glu cu r on osyltr an Sf6r ase; △
4
-dio n e, a ndrosten edio n e
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にお け る副腎性 ア ン ドロ ゲ ン代謝 の 差異を明 らか に する こ と で
ある. さ ら にア ン ドロ ゲ ン を不活性化, 水溶化する グル タ ロ ン
酸抱合 25)26), 硫酸抱合活性2 7)の 測定を行 い , 培養 条件 の 適 い に
よ る ダ ル ク ロ ン 酸抱合活性 の 変化に つ い て検討した .
材料お よ び方法
Ⅰ. 培養細胞株
本研究 に用い た前立腺癌細胞株は , ヒ ト前立腺癌骨転移由来
の P C-3, ヒ ト前立腺癌脳転移由来 の D ロ145, ヒ ト前立腺癌 リ
ン パ 節 転移由来 の L N CaP であり, す べ て 大日本製薬 (大阪) か
ら購入 した . P C-3, D U 145, L N CaP は最終濃度が 10 % ウ シ胎
児血清(fetal bovin e se ru m,F BS) (Sigm a,StI･ Ouis, US A), 2 m M
グ ル タ ミ ン 酸 (日 水製薬 , 東京)となる よう に R P M I-1640培地
(Sigma)を調製 し, 湿潤37 ℃, 5 %C O2条件下で培養 した ･
Ⅰ . ス テ ロ イ ドホ ル モ ン代謝
35m mプ ラス チ ッ ク 培養プ レ ー ト (岩城硝子, 船橋) に前立
腺癌細胞株 を2 mlの R P M I-1640培地 に1× 10
6個播種 し, 漸閏
37℃, 5 % C O2条件 下 にお い て約48時間培養 した. 90 %コ ン フ





G Bq/m m ol, DuPo nt, W ilmingto n, U S A), 又 は
14cp D H E A(2.O
G Bq/m m ol, DuPo nt) を含 む新鮮培地 に交換 し, 湿 潤37℃ ,
5 % C O2条件 下 に4時間静置 した. その 後培養液を全量採取 し,
以下 の 分析を行うまで の 間, - 20℃で凍結保存 した .
刃L 薄層 ク ロ マ トグラ フ ィ ー に よ る分析
1 . 疎水性ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 分析
採取 した培地 に2倍量 の酢酸 エ チ ル (ナ カ ライ テ ス ク , 京都)
を加え振漁混和 し, 有機相 と水相に分離 した . 有機相 に は培地
中の疎水性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン が 移行す る . 有 機相を留去後,
残造を メ タ ノ ー ル (ナ カ ライ テ ス ク) に 溶解 , 滞層 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー (thin layer chr o m atogr
･
aphy, T L C) (J.T . Bake r,
P hilipsbu rg, US A) プ レ
ー ト上 で 展開 した. 展 開液 は 酢酸 エ チ
ル : ク ロ ロ ホ ル ム (ナ カ ラ イ テ ス ク) = 1:3を用い た . n Cプ レ
ー トを十分乾燥 させ た後, バ イ オ イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イザ ー
B A S-2000(富士 フ イ ル ム , 東京) を用 い て 放射能を解析 し, Ⅹ
線 フ イ ル ム 但a stm a nKodak, Ro che ste r, U S A) へ の 露光も行 っ
た .
2 . ア ン ドロ ゲ ン代 謝産物 の 同定
放射性標準物質と して △ ^-dio n e, D HEA, テ ス トス テ ロ ン ,
ア ン ドロ ス テ ン ジ オ ー ル , D H T, ア ン ドロ ス タ ン ジ オ ン , ア ン
ドロ ス テ ロ ン を Dupo nt社 より購 入 した . 1. と 同様 の 条件で展
臥 解析を行い , 旦値を決定 した . 各物質の 値 は 以下 の と おり
であ る. △4-dio n e(凡= 0.83), D H E A(札= 0.69), テ ス トス テ
ロ ン (凪= 0.60), ア ン ドロ ス テ ン ジ オ ー ル (み= 0.51), D H T
(凪= 0.74), ア ン ド ロ ス タ ン ジオ ン (み= 0.92), ア ン ドロ ス テ
ロ ン (私= 0.34). 各バ ン ドは独立 してお り, 前記物質 は同定可
能であっ た .
3 . グ ル ク ロ ン 酸抱合され たス テ ロイ ドホ ル モ ン の 分析
Ⅰ4c- テス トス テ ロ ン また は14c- D H Tを基質に し , 水和 に 移行
した 基質を真空乾燥機(久保田製作所, 東京) に よ っ て乾 燥 さ
せ , 1 mlの リ ン 酸 カリ ウム 緩衝液 (Sigmi), 200単位 の β- ダ ル
ク ロ ニ ダ ー ゼ (Sigm a) を加えて37℃, 24時間振返 し, ダ ル ク
ロ ン 酸抱合体を分解 した . その 後酢酸 エ チ ル を加 え, 振漁混和
し た後10分間静置して , 有機相 と 水相 に分離 した . 有機相を
留去 し, 残渡をメ タ ノ ー ル で 溶解後, 再度 n C を用 い て展開 し
谷
た . B A S-2000を用い て 放射能を測定 し, Ⅹ線 フ イ ル ム へ の 露光
も行 っ た . 回収率は85 %～ 95 %で あっ た .
4 . 基質反応時間の 決定
LN CaP に基質 と して100nM の 1 4c一 テ ス トス テ ロ ン を2, 4, 6,
8時間作用させ , 生成する14c- テ ス トス テ ロ ン ダ ル ク ロ ン 酸抱合
物 を3. と 同様 の 方法を用い て 測定 し た. ダ ル ク ロ ン酸抱合物の
生成 が直線的に増加す る時間を求め , 以下 の 実験の 基質作用時
間と した .
Ⅳ . ロG T活性 の酵素反応速度論的検討
酵素反応速度を決定す る た め に 35m m プラ ス チ ッ ク 培養プ
レ ー ト に L N CaPを1× 106個 播種 し, 漸閏37℃, 5 % C O2条件
下 にて 約48時間培養 した . 90 %コ ン フ ル エ ン トに 達 した段階
で 10nM の
14
c- テ ス トス テ ロ ン ,
14c- D H Tと 10, 2 0, 65, 90,
23 0, 4 90 n M の 非 放射性 テ ス ト ス テ ロ ン (Sig m a), D H T
(Sigm a) を加え競合 さ せ , 4時 間静置 し, 培 養液を全量採取 し
た . 2倍 量 の酢酸 エ チ ル を加えて有機相と水相 に分離 し, 水相
を分取 した . 水相 を真空乾燥機 に よ っ て 乾燥させ , 1 mlの リ ン
酸 カ リ ウ ム 壕衝液 , 200単位 の β- グ ル タ ロ ニ ダ
ー ゼ を加え て
37℃, 24時 間振渡 し, ダ ル ク ロ ン 醸抱合体を分解 し た . 有機
相を留去後 , 残 液 をメ タ ノ ー ル で 溶解 , TL Cで 分離 し, B AS-
2 0 00を用 い て 放射能を測定 し た . 測 定結果を コ ン ピ ュ ー タ
(Dell, Ro u nd r o ck, U S A) に 入 力 し, ソ フ ト ウ エ ア En zfitter
(Bio soft, C ambridge, U K) を用い て ミ カ エ リ ス 定 数K, り 触媒定
数娠 を計算した . こ の ソ フ ト ウ エ ア は ミ カ エ リ ス ー メ ン テ ン の
式 に基づ い て い る.
Ⅴ . 硫酸抱合さ れ た ス テ ロ イ ドホ ル モ ンの 分析
水相を真空乾燥機 に よ っ て 乾燥させ , 1 mlの リ ン 酸カ リ ウム
媛衝液 , 2単位 の サ ル フ ァ タ ー ゼ (Sigmわ を 加えて 37℃, 24時
間振没 し, 硫 酸抱合体 を分解 した . そ の 後酢酸 エ チ ル を加え振
塗混和 し, 有 機相 と水相 に分離 した . 有機相 を留去後, 残直を
メ タ ノ ー ル で 溶解 , TL Cで 分離 し, B A S-2 000を用 い て放射能
を測定 した . X線 フ イ ル ム へ の 露光も行 っ た .
Ⅵ . m 抽 出と逆転写(r e v e r s etr an S Crip也o n, R T)-P C R
l . 仝 m A抽出
培養細胞株か らIS O G E N(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 富 山) を用い て
仝 m Aを抽出 した . 35m m プ ラ ス チ ッ ク 培養 プ レ ー ト に前立
腺癌細胞株 を1× 10
6個播種 し, 湿潤37℃, 5 % C O2条件下で約
48時間培養 し た . 9 0 %コ ン フ ル エ ン ト に達 し た段階で培養液
を除去 し, P B S(Sigm a) で洗浄 した 後, 4 ℃, 1 mlの IS O G E N
を加えて5分間静置 して細胞 を溶解 し た. 4 ℃, 12,000回転/ 分
で15分間遠心 し, 上 清 を採取, 0.5 mlの イ ソ プ ロ ピ ル アル コ ー
ル (ナ カ ラ イ テ ス ク) を加えた . 室温 で 10分間静置後 , 4 ℃,
12
,
000回転/分で 10分間遠心 した . 上清を除去 した 後, 1 mlの
7 5 %エ タ ノ ー ル を加え撹拝後, 4℃, 7,50 0回転/ 分で 5分間遠
心 し, 再 び 上 清を除去 し10分間減圧乾燥 し た . 超純水 生 成装
置 M illi-Q gradientAlO(M illipo r e, Bed ford, U S A) より得 ら れた
超純水をジ ュ チ ル ピ ロ カ ー ボネ ー ト (Sigm a) 処理し, 前述 の 操
作 に より得 られ た m Aを25 〃1の 避純水 に溶解 し た. R N A溶解
液 の 260nm にお ける吸光度を測定 し, 1 0 Dを40FLg/mlと し
て 仙 波度 を計算 した .
2
.
プライ マ ー の 作製
グ ル ク ロ ン 酸 転 移 酵 素 (u ridin e dipho spho-
glu c u r o n o syltra n sfe ra s e, U G T) の ア イ ソ ザイ ム U G T 2B, β
- ア
ク チ ン に対 す る m R N A検出用プラ イ マ ー と し て以 下の オ リ ゴ
前立腺癌細胞株の ス テ ロ イ ド代謝 と グル ク ロ ン 醸抱合 157
D N Aを合成 した (北海道 シ ス テ ム サ イ エ ン ス , 札幌)･ 535 bp
の U G T2 B遺伝子を特異的に増幅する P C R プ ライ マ
ー と し てセ
ン ス プラ イ マ ー 5
･
-C C T T G CC A G A T C C C A C A A ふ3
,と ア ンチ セ
ン ス プ ラ イ マ ー 5
･
- T A T C AC A G T T G C C A C G C A G G-3
,を ヒ ト
uG T 2B遺伝子 cD N Aの 塩基配列 より選択 した ･ 592 bp の β
- ア
ク チ ン 遺伝子 を特異的 に増幅す る P C R プ ラ イマ
ー と し て セ ン
ス プライ マ ー 5
,
-GA A A A T C T G G C A C C A C A C C m3
'と ア ン チ セ ン
ス プラ イ マ ー 5
,
-G T r G A A G G T A G m C GTGG H I13
'を ヒ トβ- ア
クチ ン遺伝子 cD N Aの 塩基配列より選択 した ･
. 3 . R TIP C Rに よ る U G T 2BmR M発現 の定量
u G T2 Bm R N A発現 の 定量 の た め , R T P C Rを用 い た･ R T反
応は, Pro m ega社 (M adis o n, U SA) の cD N A合成キ ッ トを用い
て行 っ た . す な わ ち1fLgの 仝 R N A か ら オ リゴd m 2Oをプラ イ
マ ー と して 逆転写酵素に て cD N Aを合成 した . 次 に U G T 2 B に
対するプラ イ マ ー 対を用 い て , Taqポ リ メ ラ
ー ゼ (宝酒造, 京
都) にて 特異的 cDN Aの 増 幅を行 っ た ･ P C R反応 は Pe rkin
･
Elm er/Cetu s社 (No r w alk, U S A)D N Athe r m alcycle rを使用 し
た. 至適ア ニ ー リ ン グ温度を決定 し た後に , 94℃で3分間熱変
性後, 94 ℃45秒 , 57℃45軌 72℃1分30秒 の 3ス テ ッ プ を30
サ イ ク ル 行 い , 最後 に72℃10分を追加 した . 増幅彼 の P C R産
物は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含む 1･5 % ア ガロ
ー ス ゲル で 電気
泳動 し,紫外線照射装置を用 い て検出 した ･ 内部村照と して β
-
アク チ ン の P C R を行 っ た . R T｣P C R で検出 され た バ ン ドが特異
的である こ と を確認する た め に , P C R産物の
一 部 を適当な制限
酵素で切断 して エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む 1･5 % ア ガロ
ー ス
ゲル で 電気泳動 し, 予想 され る 分解産物 が検出 され る こ と を確
認 した.
4 . 半定量的 ⅣトP C R
前立腺癌細胞株か ら摘 出 し た 全 R N A l〃gよ り合成 し た
cD N A に対 して , U G T2 B特異的プ ライ マ
ー と/?
- ア ク チ ン特異
的プ ライ マ ー を用い て 半定量的P C R を行 っ た . す なわ ち94 ℃
で3分間熱変性後 , 94 ℃45秒 , 57 ℃ 45秒, 72℃ 1分30秒 の 3
ス テ ッ プを15, 18, 21, 24, 27, 3 0, 33, 36 サ イク ル 行い , 最後 に
72℃1 0分を追加 した . 増幅 され たP C R産物を , エ チ ジ ウム ブ
ロ マ イ ド を含 む1.5 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル にて 電気泳動 し, 紫外線
照射装置を用い て検出 した . 画像解析装置 バ イ オ プ ロ フ ィ
ー ル
CVilbe rLo u r m at, Pa ris, Fr a n c e) に て バ ン ドの 蛍光強度を測定
し, U m Bの 強度と 内部対照/ヲ ー ア クチ ン の 強度の 比を求め た ･
軋 ス テ ロ イ ド除去 F B S添加 R P M I･1 6 4 0培地の調製
1 . デ キ ス ト ラ ン被 覆活性炭懸濁液の 調製
超純水50ml に活性炭(和光純薬, 大阪)0.5gを加えよく混和
し活性炭懸濁液を作 っ た . また 同様に超純水50ml に デ キス ト
ラ ン Pe xtranT 70, Phar m a cia Biote ch, Uppsala,Sw ede n)0･0 5g
を加え よく混和しデキ ス トラ ン 懸濁液を作 っ た. 両者を混和 し,
4℃24時間静置 して デ キス トラ ン被覆活性炭懸濁液と した ･
2 . ス テ ロ イ ド除去F BS, ス テ ロ イ ド除去培地の 調製
デ キ ス ト ラ ン 被覆活性炭懸濁液を3,0 00回転/ 分, 1 0分間遠
心分離 して上 宿を除去 した後, F B Sを加えて凝藍混和 し, 4℃,
20分 間静置 した . 0･22FL m フ ィ ル タ
ー (M illipore) を用 い て 濾
過し, ス テ ロ イ ド除去F B S と し た. 最終濃度 が1 0 %ス テ ロ イ
ド除去 F BS, 2 mM グル タ ミ ン 酸と な る よう調製 し, ス テ ロ イ
ド除去R P M I-1640培地 と した .
3 . ス テ ロ イ ド除去条件下 で の L N CaPの 培養
ア ン ドロ ゲ ン 依存性 の L N CaP につ い て は ス テ ロ イ ド除去
RP M I-1640培地 に て湿潤37℃, 5 % C O2条件下 で 培養 して い る
も の も用意 し, 酵素反応速度論的検討, mしP C R に よ るm R N A
発現 の 検討 に使用 した .
Ⅶ . 統計処理
す べ て の 実験 は5回施行 し, 測定値を平均値±標準誤差 で示
した .
成 績
Ⅰ. ヒ ト前立腺癌細胞様に お け る副腎性ス テ ロ イ ドホ ル モ ン
代謝
1 . ヒ ト前立腺癌細胞株 にお ける
14C- △
4
-dio n eを基 質と した
代謝





と し た場合の 代謝産物 の ク ロ マ ト グ ラム を図1 に示 し, 定量結
果 を表1 に示す. ア ン ド ロ ゲ ン非依存性であるP C-3, D U 145 は
主に D H E A, D HT, ア ン ド ロ ス タ ン ジ オ ン を生 成 し た ･ P C-3
の 有機相 に含まれ る代謝産物の 仝代謝産物 に占め る割合は そ れ
ぞ れ21.46± 0.33 %, 26.78± 0.31 %, 22･97 ±0･48 %で あ っ た ･
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1 4
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D U 145 に おい て は それ ぞれ 16.10± 0.21 %, 17.8 7± 0.09 %,
19.11± 0.15 % であ っ た . ア ン ド ロ ゲ ン依存性 である L N CaP は
テ ス ト ス テ ロ ン (6.4 6 ±0. 7 %), D Ii E A(1 2.4 0± 0.2 1 %),
D H T(9.74 ±0.13 %)を生成す る が有機層全体 の 放射能が低下
して おり , P C-3, DU145の 有横相全体の 放射能 と比較す る と約
半量であ っ た . L N CaP の 一司C- △4-dio n e代謝産物 は水相 に移行 し
て い る こ と が予 想 さ れ た .
2 . ヒ ト前 立腺癌細胞株 に お ける14C- D H E A を基質 と し た代
謝
各 々 の 前立腺癌細胞株に お い て100nM の IJc-D H E Aを基質と



























































14c-a ndr o ste n edion e metabolic profile shown in thin
layer chro m atographyCrL C) and radio a ctivity dete ction . PC-
3, D U 14 5, L N CaP w e rein cubated with
14c- a ndro ste n edio n e
(100nM)a s substr atefbr4 hr. M etabolite s w e r e e xtra cted
wi thethyla c etate a nd separ ated by T L Cu sing solv e ntsyste m
Ofchlo rofor m :ethylac etate (3:1). 仏)P C-3. (B)D U 145. (C)
I.N CaP. (a), 0 rigin;O) ,Solv e ntfro nt; *, S ubstr ate. M etabolite
(吊 Ⅴalu e):1, andr o ste ro n e略 = 0.34);2, andro ste n ediol(み=
0.51);3, teStOSterOn e(吊= 0.60);4, dehydr o epiandro ste ro n e
(Rj= 0.69); 5, dihydr ote sto $te r O n e(旦f = 0.7 4); 6,
andr o stenedio n e(吊= 0.83);7, a ndr o stan edio n e(吊= 0.92).
を表2 に示す. 3細 胞株全 て に お い て末代謝物 が多く検出され
た . P じ3で は ほ ぼ 末代謝物 の み が 検出 さ れ , D U 1 45 に おい て
も代謝活性 が低く, ア ン ドロ ス テ ン ジ オ ー ル (14.5 6± 0.26 %)
が 一 部検出 さ れ た . 一 方 L N CaP におい て は △ 4-dio n e(32.01士
0.25 %), ア ン ドロ ス テ ン ジ オ ー ル (8.75± 0.16 %), テ ス トス テ
ロ ン (5･40± 0･12 %), ア ン ドロ ス タ ン ジオ ン (3 3･74± 0.09 %)
が検出さ れ た . 有機層全体 の 放射能の 減少 に つ い て は △4-dion e
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C-dehydr o epiandro ste ro n e m etabolic pr ome sho wn in
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,
D U 1 4 5
, L N CaP w ere in c ubated with
14c-
dehydro epia ndr oster o ne (1 00nM)a s substrate for 4 hr･
M etal) 01ite s w e re extra cted wi thethyla c etate a nd separ ated by
T L Cu sing solv e nt syste m ofchlo r ofo r m :ethyla c etate (3:1)･
仏)M etabolicpro別e of P C-3. (B)D U 14 5. (C)Ⅰ.N CaP. (a),
0 rigin;O) ,SoIv e ntfro nt; ★ , Substr ate. M etabolite(吊Ⅴalu e):
1, a ndro$te r O n e略 = 0.34);2, a ndr o ste n ediol(み= 0.51);3,
te sto ste r o n e(Rf = 0.60);4, dehydr o epia ndr o ste r o n e(Rf=
0.69);5, dihydrote sto ste ro n e(旦= 0.74);6, a ndro sten edio n e
(凪= 0.8 3);7, a ndro stan edio n e(卑= 0.92).
前立腺癌細胞株 の ス テ ロ イ ド代謝と グ ル ク ロ ン 酸抱合
Ⅰ. グル ク ロ ン酸抱合活性, 硫酸抱合活性 の検討
1. L N CaP の グ ル ク ロ ン 酸抱合活性 の 経時的検討
L N CaP に基質 と して1
4
c- テ ス トス テ ロ ン を作用 さ せ , 生成 さ
れ る
14
C- テ ス ト ス テ ロ ン グ ル ク ロ ン 酸抱合物の 仝放射能に占め
る割合を経時的 に測定 した結果を図4 に示す . ダ ル ク ロ ン 酸抱
合物の 生成が直線的に増加する の は4時間以前 であり, 以下 の
実験の 基質作用時間を4時間と した.
2 . ヒ ト前立腺癌細胞株におけ る ア ン ドロ ゲ ン の グ ル ク ロ ン
醸抱合活性の 検討
各々 の 前立腺癌細胞株 にお ける100 nM の 1 4c- テ ス トス テ ロ ン
を基質と した場合の 代謝産物の 分析結果を図5 に示す . L N CaP
にお ける有機相全体 の 放射能 の 減少 は著明であり大部分 は水相
に移行 して い る と示唆 され た (図5A). こ の 水相をβ一 ダ ル ク ロ






ル に て再抽出を行 っ た と こ ろ, L N CaP の水相 よりテ ス トス テ
ロ ン , D H T が検出され た (図5B). 一 方P C-3, D U 145の 水相 に
同様の 処理を行 っ た が 明らかな放射能 は検出さ れ なか っ た (図
5 B). L N CaP におい て 明 らか な ダ ル ク ロ ン 酸抱合活性を認 め ,
P C-3, D U 14 5 に おい て はほ と ん ど認め なか っ た .
3 . ヒ ト前立腺癌細胞株 にお ける ア ン ドロ ゲン の 硫酸抱合魔
性の 検討
ダ ル ク ロ ン 酸抱合活性 の 検討と同様の 操作 に て得 られ た 水相
に, サ ル フ ァ タ ー ゼ を作用 させ た後, 酢酸 エ チ ル で 再抽出を行
っ たが , い ずれ の 細胞株 にお い て も放射能 は検出さ れ な かっ た .
今 回使用 した前立腺癌細胞株には硫酸抱合活性 が存在しな い こ
と が示 された .
4 . ⅠぶCaP に おける ロG T活性の 酵素反応速度静的検討
L N CaP にお い て テ ス トス テ ロ ン , D H T を基質に し た場合の
Table2･ Metabolis m of
14
c- D H E Afor m ed by prostatic c an C er C elllin es
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ロG T活性 を酵素反応速度論的に検討 した . 基質濃度 を横軸 に,
ダ ル ク ロ ン 酸抱合率を縦軸 に プ ロ ッ ト した 結果 を図6 A, 二 重
逆数プロ ッ ト(L 血e w e av e r-Bu rkplot) を図6 B に示す . 二重逆数
プロ ッ トか ら計算さ れ た軋 , ‰ を表3 に示す. D H Tの 常〃 はテ
ス トス テ ロ ン に比 較 して 約3倍高か っ た . なお 巨 払 お よ び烏ど｡′
の 比で ある特異定数 吼 几｡) ほ テ ス トス テ ロ ン を基質に した場
合1.0 であり , D H Tを基質 に し た場合1.7 であ っ た . し たが っ
て D H T が より親和性の 高い 基質である こと が示 さ れ た .
5 . 前立腺癌細胞株 にお ける U G T2B mR N A発現の 検討
蓑攣
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U G T は多く の ア イ ソ ザイ ム の 存在 が報告 さ れ て い る . また
内因性, 外 因性 ス テ ロ イ ドの ダ ル ク ロ ン 酸抱合 には U G T 2B が
関与 して い る こ とが 知 ら れ て い る . 我々 は U G T2 B特異的な プ
ライ マ ー を選択 し, R r P C Rを行 っ た . L N CaPの み に U G T2B
m R N A発現 が認 め ら れ , P C-3, D U 145 におい て は発現が認め
られ な か っ た (図7).
6 . ス テ ロ イ ド除去条件 下 の L N CaP に おける U G T活性の 酵
素反応速度静的検討
ス テ ロ イ ド除去条件下 で培養 して い るL N CaP につ い て も同
Table3. K in eticpr operties of U GT a ctlVtyin L N Cap
S 血 ates
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qu a ntific atio n of U G T 2 Bm R N Ae
xpr e ssio nin
L N CaP. (朗L N CaP in RP M I-1640supple m e nted with lO %
fetalbovin e s er u m, β)L NCaPwithste roidsdepleted･
様 に テ ス トス テ ロ ン , D H Tを基質に し た場合 の U G Tの 酵 素反
応速度を検討 し, 軋 , 彪｡ ｡′を表4 に示す . ス テ ロ イ ド除去条件下
にお い て , テ ス ト ス テ ロ ン , DH T どち ら の 基質 に お い て も
U G T酵素活性が 上 昇 して い る こ と が 示 さ れ た . 特異定数 吼/
鳥ビα`) は テ ス トス テ ロ ン を基質 に し た場合3-4で あり･ D H T を基
質に した 場合3.6 であ っ た .
7 . L N CaP における U G T 2BmR N A発現の 半定量的検討
L N■CaP につ い て は 通常 の 条件 で培養 して い る もの と , ス テ
ロ イ ド除去条件下 で培養 して い る もの に つ い てR T｣P C Rを用 い
て U GT2B m R N A発現の 半定量 を行 っ た . P C R産物が 飽和する
以前 の 24 サ イ クル , 27 サイ ク ル で 比較する と , ス テ ロ イ ド除
去条件下 の L N CaP に おい て U GT 2Bm R N A がよ り強く発現 して
い る こ と が示 され た(図8).
考 察
前立腺癌 は ア ン ドロ ゲ ン 除去治療 に よく反応す るが , 多く の
症例 に お い て再燃 と い う ア ン ドロ ゲ ン 抵抗性 に変化す る こ と が
知 ら れ て い る1 0). 当初 , こ の ア ン ド ロ ゲ ン 抵抗性 へ の 変化が
A Rの 点突然変異で説明 でき る と考え られ て きた が
28)
, こ の 点
突然変異や そ の 転写活性の 変化の み で は説明不可能な臨床症例
の 存在が明 らか にな っ てきて い る. こ の ア ン ドロ ゲ ン 抵抗性へ
の 進行 にお い て , 様 々 な成長因子の活性経路の 変化
22卜 瑚 な どが
推測され て きた が , その ほ と ん どす べ て に前立腺癌細胞内にお
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ける ス テ ロ イ ド代謝の 変化が , 関与 して い る 可能性が近年示唆
さ れ て きた 10). 特 に非精巣性 ア ン ドロ ゲ ン に対す る過反応性の
獲得や , 副腎性 ホ ル モ ン の ア ン ドロ ゲ ン へ の 生合成の 増加 な ど
が 考え られ て い るが , そ の 詳細は依然 と して 不明である■ また,
再燃 に至 っ た症例 に対 し, 抗 ア ン ドロ ゲ ン剤 の 投与を中止する
と , 逆に症状 の 改善を認 め る抗 ア ン ドロ ゲ ン剤 除去症候群の存
在も近年明 らか に な り
2!))
, 前立腺癌組織内部 にお けるス テ ロイ
ド代謝は益 々 注目され て い る .
D H T は前立腺 に お ける 中心代謝物であり テ ス トス テ ロ ン に
比べ 5倍以上の ア ン ドロ ゲ ン 活性をもち, そ の 大部分 は精巣由
来である と考え られ て きた. しか し, 外 科的あ る い は内科的除
精術 を行 っ た患者 の 前立晩癌組織内D H T は除精術を行 わ ない
正常男性 に比べ , 40 %程度しか減少せず
8)
, しか も血祭D H E A,
△4_di｡ n e濃度は正常者と同 じレ ベ ル に保 た れ て い る ･ した が っ
て , 除精術後 にお ける ア ン ド ロ ゲ ン 依存性前立腺癌 の 増殖 は,
副 腎性 の D H E Aに依存 し て い る と 考え ら れ て い る ･ Labrie
ら
9卜 11)は ア ン ドロ ゲ ン 前駆体か ら , 末梢ス テ ロ イ ド標的細胞内
におけ る活性 ア ン ド ロ ゲ ン の 生 成を示 し , イ ン ト ラ ク リ ン
(intr ac rin e) と 称 した ･ ヒ ト前 立腺細胞内 にお ける イ ン ト ラク
リ ン 作用 は, 精巣性テ ス ト ス テ ロ ン の み な らず, 副腎性 ア ン ド
ロ ゲ ン で ある D H E A, △
4
-dio n eか らも由来 して おり, その 細胞
内 にお い て D H T が生合成 され る こ と を報告 して い る
8)
･ した が
っ て ,T 媚療法の 目的は精巣性 ア ン ドロ ゲ ン の 除去の み ならず,
副 腎性 ア ン ドロ ゲ ン の 生成抑制と ア ン ドロ ゲ ン 標的細胞 にお け
るア ン ドロ ゲ ン 作用の 遮断である . 副 腎性 ス テ ロ イ ドで ある遊
離 D HE A はヒ ト副腎にお い て多量 に分泌 され て おり , ア ン ドロ
ゲ ン 活性 は きわめ て 低い . そ の 硫酸抱合体 である硫酸 D H EA
のH E Asuぬヒe, D H EA:S)は血祭中 に高濃度 に存在 して い る･ 成
人男子 にお ける DH E A:Sの 血祭濃度 は1,000
～ 5･000ng/ml であ
り, 末梢血 中で 比較的多量 に存在する と さ れ る コ ル チ ゾ
ー ル と
比較 し て も10～ 5 0倍 で あり, 遊離塑 D H E Aの 割合 は1 %未満
である . D H E A, I) H E A-S は ヒ トア ン ドロ ゲ ン代謝 の
一 種の 貯
蔵庫 と して プ ー ル さ れ てい る ･ ま た, 末梢粧織 にお ける ア ン ド
ロ ゲ ン形成 は △
･I
-dio n eを経由する と報告 され て お り
30)
, DH E A･
D HE A:S, △
4
-dion eの 三者が 末梢組織 にお け る ア ン ド ロ ゲ ン の
供給源にな る と考えら れて い る ･
本研究 にお い て , 前立 晩晴細胞株 を用い たア ン ド
ロ ゲ ン依存
性 と非依存性細胞間の 副腎性 ス テ ロ イ ド代謝 を比較 し た と
こ
ろ , 明ら か に異な る代謝活性 を認め た ･ ア ン ド
ロ ゲ ン 非依存性
細胞株P C･3, D U 14 5は △
4
-dio n e→ D HE Aの 変接が 優位 に行 わ
れ て おり , 一 方 ア ン ド ロ ゲ ン依 存性和胞株 L N CaP に おい て は
逆 の D H E A→ △
4
-dio n eへ 優位 に変移 して い た ･ さ ら に , こ れ
ら3細胞株 ともア ン ド ロ ス タ ン ジ オ ン へ の 移行も認め , 図3 に
こ れ ら3細胞株 の 代謝系をまと め た . 以 上 の 結果 より , P C-3,
D U 1 45 はよ り安定 した DH E A プ
ー ル に移 行す る傾向が強く ,
L N CaPは D H E Aプ ー ル か ら動 員さ れ △
4
-dio n e-- テ ス ト ス テ ロ
ン → DH T軽路 へ 優位 に変移 して い る と考え られ た･ こ の 両者
の 代謝経路の 相違 に つ い て グ ル グ ロ ン酸 お よ び硫酸抱合活性を
検討 した と ころ , L N CaP にの み グル ク ロ ン 酸抱合活性 を認 め ,
DH Tへ の 代謝克進 に関与 して い る こ とが 判明 した ･
近年, 肝以外の 末梢組織 に お い て グ ル ク ロ ン 酸抱合活性 の 存在
が示唆 され , ヒ ト にお い て前立腺, 精巣, 皮胤 乳腺, 腎･ 脳,
卵 巣等 に証明 され て い る
31)
･
こ れ ら の 租織に は UG T が存在 し ･
ス テ ロ イ ド代謝 の 調節を行 っ て い る と 考えら れ て い る･ 本研 究
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に お い て, L N CaP にの み ダル ク ロ ン 酸抱合活性を認 め , P C-3,
D U 145 に おい て は そ の 活性を認めな か っ た . さ ら に L N CaP に
お ける ロG T活性を検討する た め に , 酵素反応速度論 (ミ カ エ リ
ス ー メ ン テ ン の 方法)を用い て分析 した結果, D H T は テス トス テ
ロ ン に比 べ 約3倍 の 私 値を認め た こ と よ り, U G T は主 にD H T
の 代謝 に作用 し て い る と考えら れ た . ま た U G T には ア イ ソ ザ
イ ム が 存在 し, それ ぞ れ組織特異的に発現 し て い る . 内因性 ス
テ ロ イ ドの 代 謝 に 関与する U G T 2 Bに対 し て特異的な プ ラ イ マ
ー を用 い た ⅣトP C Rを行 い , そ の 発現 に つ い て検討 した とこ ろ
L N CaP に おい て 発現を認 め た が , P C-3 お よ び D ロ145 に おい て
は発現を認 めなか っ た . 以上 よ り, L N CaP に おい て は D H T が
ダ ル ク ロ ン 酸抱合 に よ り消耗 さ れ る 結果, D 王‡Tの 生 合成 が完
進する可能性 が示唆さ れ た . しか も, ア ン ドロ ゲ ン 除去条件下
に お い て, グ ル ク ロ ン 懐抱合活性 の 相対的上昇を示 した . 実阻
除精術を行 っ た 患者 , すな わ ちア ン ドロ ゲ ン 全体の 約95 %を
占め る精巣性 ア ン ドロ ゲ ン を除去 した に もか か わ ら ず, ア ン ド
ロ ゲ ン 最終代謝産物 や そ の グ ル ク ロ ン 酸抱合物 の 変化が 50 %
～ 70 % である1 0)32)3 3)とい う臨床結果が報告さ れ て お り, 本研 究
の 結果 と よく 一 致 して い た . 一 方 , ア ン ドロ ゲ ン依 存性前立腺
癌 は前立腺組織内D H T とA R が結合する こ とに よ っ て , そ の 細
胞増殖 が刺激 さ れ る . 本研 究 にお い て L N CaP を アン ドロ ゲ ン
除去状態 へ と 暴露 させ る こ と に よ っ て ロG T酵素活性 が上昇 し,
ア ン ドロ ゲ ン 除去に対 して , さ ら に ア ン ドロ ゲ ン を低 下 させ る
方向に作周 して い る . 一 見矛盾 した現象 で あ る が , 前述 した よ
うに L N CaP は比較的容易 に ア ン ドロ ゲ ン を副腎性 ス テ ロ イ ド
プ ー ル か ら動員す る こ とが で きる . し か も, A R を介 して ダ ル
ク ロ ン酸抱合 に対 して 何ら か の 調節 を行 っ て い る と報告 さ れ て
い る
34)
. し た が っ て , ダ ル ク ロ ン 酸抱合が進行 し D H T が消費
され る
一 方 , その 産生も増加 し, 前立腺組織内濃度を維持 しよ
うと する自己防御機構 が働 い て い る可能性 が考えら れ る .
以上 より, 副腎性ス テ ロ イ ドプ ー ル が前立腺癌 に お ける 潜在的
な増殖活性 に大きく寄与 して お り, ア ン ドロ ゲ ン依存性痛 にお
い て は, こ の プ
ー ル か ら D H Tへ の 代謝の 克進を認 め , こ の 機
構 に ダル ク ロ ン 醸砲合が関与 して い る こ と が 示唆 さ れ た . また ,
こ れ らの 機 構は ア ン ドロ ゲ ン 除去 な どの 何 ら か の 誘 因が 必要で
ある と考え られ る. 一 般 に, 多くの 前立腺痛患者の ダ ル ク ロ ン
酸抱合産物 は , 正 常者 と変 わ りな い が 35)36), 除精 術や ホ ル モ ン
療法を誘因 と して 異常値を示す場合が多く , こ れ らの 誘因 に つ
い て今後検討が必要である .
結 論
前立腺癌細胞株 P C-3, D U 14 5, L N CaPの 副腎性 ア ン ド ロ ゲ
ン代謝 に つ い て検討 し, 以下の結論を得た .
1 . ア ン ドロ ゲ ン 依存性前立腺癌細胞株 L N CaP は , D H E A
→ △4-dio n e方向 に代謝し, ア ン ドロ ゲ ン 非依存性前立腺癌細胞
株P C-3, D U 145 は D H E Aを蓄積す る方向 に変移を認め た .
2 . 前立腺癌細胞株P C-3, D U 145, L N CaP に硫酸抱合活性
は認 め られ なか っ た .
3 . PC-3, D U 145 に ダル ク ロ ン 酸抱合活性 は無く, L N CaP
には高悟性を認 め た.
4 . L N CaPの U G T活性 は テス トス テ ロ ン と比 較 して D H T に
親和性が高 い こ と が証明 され た .
5 . ス テ ロ イ ド除去条件 下 の L N CaP に ダル ク ロ ン醸 抱合活
性の 上昇を認 め た .
以上 より, 副腎性 ス テ ロ イ ドが 前立腺癌の 増殖 に寄与する こ と
が示唆 され た . さ ら に , ア ン ドロ ゲ ン 依存性癌 に お い て , 副腎
性 ス テ ロ イ ドプ ー ル か ら D frrへ の 代謝完進を認 め , こ の 機構
に ダ ル ク ロ ン 酸抱合が 関与す る可能性が示さ れ た .
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Ster oi d Ho r m o n eMetabolis m a nd Glu c u r o ni datio nActivityin Pr ostatic Can cer Ce11 L in es Jir o Kanaya,
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164(200)
Key w o rds pro static ca n ce r, L N CaP, adre nalste roids,gluc uro nidation ,intra crin e
A bstra ct
A drenala ndrogens fun ction as a nandrogen s o u rce within prostate a nd androge ntarget tiss ue･ In this study, W eCOm Pa red
the ability of thre ehum a nprostatic ca n cer ce11 1ine s to m etaboliz ethe adren al andr oge ns dehydr o ep
ia ndr o stero n eand
androsten edione･ A ndroge n-independent ce11 1in es P C
- 3 a nd D U 1 45, a nd andr oge n-depende nt c ell line L N CaP were
inv e s tlgated･ T he efe ct ofglucuro nide and sulfate c onJugateS W aSalsoin v es tigated･ There is a strongtenden cy in the
a ndroge n
-in s e nsitive c ell lines t oc o n vert a ndr o sten edion eto aD H E Ao rD H E A-S re s ervoir･ Me a n while,the ste roid-S enSitiv e
cel1 1in eis c apable ofco n v erting D H E A into a ndro ste n edione a nd subs equ ently
into dihydrote st os te r o n e(D H T)･ M o r eove r,
a ndroge ns w e re co nv erted int o aglu c u ronide c oqugatein L N CaP, but notin P C-3 0 rD U 1 45･ No sulfate c oq ugation w as
obse r v ed in a ny ofthe secell lines･ As a r e sult, the m etabolis m ofthe adr e nalpre c u rsor shifted to a ndr ogen fo rmation in
LNCaP. T his c o uld be con丘r med by m e a ns ofre v e rse tr a ns cription - PCR ofu ridine diphospho
-
gluc ur on syltra nsftra s e(U G T)
2 B･ K ineticpropertie s of UGT activltyinLN CaPrev ealed D H Tto be abette rsubstrate tha nte stoste ro ne forpr ostatic U G Ts･
W he n st eroids w ere depleted, the expres sion ofUGT 2 B in L N CaP w as slgnific a ntlyinc r e a sed･ In the case ofr edu c ed D H T
le v elsin tissue,the U GT activityl nCreaS edto c o ntributeto the eliminatio n ofD H T･ Itistho ughtpossible that theinactivatio n
by glucur o nidatio nofDHT in andr oge n
-depe ndentpr o st atecan cer c ellsis activated in the pr e s e n c eof low D H T levels tohelp
maintain the physiologlC al le vel of D H Tr equired to stim ulategrowth･ In c o n clusion , O
ur findings sho w thatthe adre nal
pre c ursor po ol ha sthe potentialto c ontribute t o the regulation ofp
rost atic ca n c e r c ells･ M ore o v er, the prese n c eof U G T
activitiesin L N CaP m ayha ve a regulatory effe cto nthe active androge nle v el in theintra c e11ular en viron m ent･
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